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中文摘要 
適合體是一種單股核酸序列，其會在特殊環境狀態下折疊形成四級結
構。當適合體折疊形成此種特殊結構時即會具備高特異性、敏感性結合
標的分子的能力。適合體所能結合的標的分子主要包括蛋白質、小分
子、DNA及 RNA。滾動循環擴增技術(Rolling circle amplification，RCA)
是一種核酸放大的技術，此種技術可應用於蛋白質檢測上。傳統的免疫
分析方式結合 RCA(Immuno-RCA)的檢測技術，此種技術有一個主要的
缺點即是需建構出 antibody-DNA hybrid 之架構且建構出此 hybrid 具有
困難性且耗時，因此在本論文中我們藉由 Aptamer-DNA 之架構去改善
Immuno-RCA的缺點。適合體在於使用上有幾項優點為(1)研發容易，(2)
穩定性高，(3)合成容易，(4)用途廣泛。在此我們利用適合體結合 RCA
技術( Aptamer- RCA )發展出一種高敏感性且高特異性檢測蛋白質的技
術。本論文中，我們以人類免疫球蛋白 E( Human IgE )作為標的蛋白，
發展出過敏原晶片檢測系統，並證實適合體結合 RCA 技術是一種高敏
感性、特異性，並可達廣泛的檢測範圍。因適合體可廣泛應用在於多種
蛋白質檢測上，因此將此種平臺應用在於過敏檢測上將具有很好的願
景。 
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英文摘要 
Aptamers are single-stranded nucleic acids(ss DNA or ss RNA) that are 
able to fold into defined tertiary structures. If aptamer fold into the special 
structure, it will have high specificity and affinity while binding with target 
molecular. Targets to which aptamers have been generated against 
successfully include proteins, small molecules, and RNA. A different 
nucleic acid amplification technique called rolling circle amplification 
(RCA),is adapted to the detection of proteins. A defect of immuno-RCA is 
that the hybrids can be problematic and time-consuming, so we used 
aptamer-DNA to improve this problem. Aptamers have some advantages: (1) 
easy to development, (2) stable, (3) robust methods for their synthesis, and 
(4) many extensive applications. Aptamer-based rolling circle amplification 
(aptamer-RCA) is a kind of high sensitivity and high specificity method for 
the detection of protein. In this research, we utilized human IgE as a model 
target to develop allergy biochip. And it was demonstrated that the 
aptamer-RCA presented method was highly sensitive and specific with a 
broaden detection range and a low detection limit. Because of the wide 
availability of aptamers for multiple proteins, this platform holds great 
promise in allergy examination. 
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第一章、緒論 
1-1研究背景 
生物晶片一般被區分為蛋白質晶片與基因晶片【H.Y Hsu. etal., 
2004】，其集合了非侵入檢測及平行高效率篩選的優點，而為一種低成
本的篩選工具，生物晶片是一個功能十分強大的分析工具，隨著蛋白質
體時代的來臨，它更近一步的被運用於蛋白質交互作用、訊號傳遞路
徑、抗原抗體辨識、細胞分化等研究。蛋白質晶片的研發概念是由基因
晶片（DNA microarray）進展而來的，基因晶片所偵測的是細胞中mRNA
的變化程度，然而真正影響細胞生理狀態的卻是基因的產物蛋白質。有
別於RNA層次，蛋白質往往需經過轉譯後修飾作用（post-translational 
modification）造成多樣化的生命合成資訊，因此利用傳統的方法，無法
同時測量整個細胞中所有蛋白質的變化情形，使得蛋白質晶片的發展更
形重要。在另一方面，蛋白質晶片亦具有臨床檢驗上多種優越特性，由
於過敏原檢測具有多抗原（不同過敏原的固定化）平行檢測的需求及共
同檢測目標的特性因其檢測上之優勢，未來期望發展並減少病患及醫護
人員的負擔。 
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1-2研究目的與動機 
過敏是一種全球性的疾病，根據過敏發生的機制，當總量或專一性IgE 
的量增加時，代表有過敏現象。過敏是一種發生率極高、極常見的病症；
根據醫學期刊統計數據顯示，目前全世界有20％的人口患有過敏的病症
過敏症狀比較容易發生在兒童時期。其後，隨著免疫系統的成熟、穩定，
對過敏原的感受性日趨降低。過敏是一種體質上的現象，與遺傳有一定
程度的相關性。因此，過敏患者常常對許多不同的過敏原同時呈現過敏
現象，也就是一般所謂的過敏症狀。目前之過敏原檢測方式，主要分為
兩種：皮膚敏感試驗及抽血檢驗。皮膚敏感試驗係注射低濃度、低劑量
之各類過敏物質於皮下組織，以觀察其過敏反應。雖然皮膚敏感測試之
準確性高且成本低，但因需皮下注射多次，易使受測者不適，另外還存
在著易於產生假陽性反應而造成誤判，及因直接注入過敏原可能造成受
測者過敏性休克之危險性等缺點。抽血檢驗則是利用酵素免疫分析法
（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA）檢測血清中抗過敏原
抗體之種類及濃度。免疫球蛋白E會根據年齡的不同，而有不同之正常
參考值（如表1-1所示）。 
傳統之ELISA檢測方式其作用原理為利用抗原（Antigen）與抗體
（Antibody）結合的專一性，加上酵素的呈色（或產生螢光）反應。此
方式之缺點為需仰賴抗原-抗體進行反應，且檢體需求量大，無法同時
進行多種過敏原檢測，因此本論文中為改進傳統ELISA檢測之缺點而選
用蛋白質晶片達成過敏原檢測之目的。以往之蛋白質晶片雖已改善
ELISA之缺點但亦需仰賴抗原-抗體反應進行檢測，因此本論文中利用適
合體序列（Aptamer）具取代抗體與抗原結合之特性，將適合體應用在
蛋白質晶片上後，進一步在適合體序列後端延伸出引子序列後，以滾動
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循環擴增技術（Rolling circle amplification）將序列增幅而將訊號放大，
利用此種放大機制期望能使本論文中所架構出之適合體晶片之偵極限
提高並提高敏感度及特異性。 
 
表 1-1. 血清 total IgE 正常參考值 
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1-3論文架構 
首先於第二章理論分析說明生物晶片之種類與原理、相轉換理論、
人類免疫球蛋白E之生理機制進行說明。第三章說明生物晶片之製作方
式。第四章分別論述環狀模板之合成驗證、液相RCA之驗證、模板是否
與引子序列互補對RCA進行之影響、驗證適合體結合人類免疫球蛋白E
（Human IgE）及人類免疫球蛋白G（Human IgG）之能力、驗證適合體
結合Human IgE及Human IgG經RCA結果並驗證蛋白質之自體螢光，最
後再探討適合體生物晶片進行RCA反應之最佳化條件。第五章則綜合結
果與討論並歸納出結論以及未來發展。 
 
 
圖1-1、論文架構圖 
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第二章、理論分析與探討 
2-1生物晶片之起源 
當人類基因圖譜草圖在 2000年完成初步定序之後，科學家對基因的
瞭解愈來愈多，並嘗試解開基因與疾病之間的關係。由於超過 6成的疾
病都與基因異常有關，為了加速基因的篩檢，生物晶片就成為最佳的工
具。生物晶片的特色在於體積小、反應速度較一般傳統檢驗快，能夠同
時分析大量的生物資訊，所以很適合用來做為新藥開發、基因檢測、血
液與疾病檢測、檢警法醫鑑定、國防軍事、環境監測、工業食品檢驗等
用途。 
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2-2生物晶片之種類 
生物晶片種類依照其特性可分為以下幾類 
2-2.1基因晶片(gene chip, DNA microarray) 
基因晶片是指以共軛互補的核酸為探針，整齊的排列在晶片上，用
以和具有互補序列的核酸片段產生雜交結合，藉此進行樣品檢驗或環境
檢測等。DNA 晶片是目前生物晶片中，發展最為成熟的一種，目前大
部份的公司及研究機構都投入大量資金及人力，從事相關的研究，其中
基因微陣列晶片(Microarray)就是一種技術成熟且應用廣泛的 DNA 晶
片。 
 
2-2.2蛋白質晶片(Protein microarray) 
蛋白質晶片是利用蛋白質、抗原或抗體作為檢測的標的，進一步在
晶片上進行分析，但蛋白質晶片在實際的製作與應用上，仍具備下列之
缺點： 
(1) 蛋白質來源取得不易：蛋白質無法像 DNA能夠大量複製合成，成本
亦比 DNA來的昂貴。 
(2) 蛋白質易失去活性：蛋白質易斷裂或變性(Denature)。 
(3) 晶片與檢體間的最佳反應條件：各種蛋白質所需的最佳反應條件不
一定相同。 
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2-2.3細胞晶片(Cell chip) 
在細胞晶片方面，目前有針對基因轉殖晶片的研究。除了以上三種
之外，尚有微流體晶片 (Microfluidics chip)及微縮實驗室晶片
(Lab-on-a-chip)，其特色是可將極少量體積的檢體或檢測試劑導入佈滿
毛細管管道的晶片中，使其可在晶片上完成多步驟的分析方式。 
 
2-2.4生物晶片之應用  
生物晶片的應用範圍十分廣泛，可應用於細胞生化學的研究與疾病
診斷等等。在開拓新藥方面，利用 DNA 晶片來比較經新藥物處理的細
胞與未經處理的細胞中基因的表現，能迅速了解藥物功能；醫療診斷方
面，以 DNA晶片迅速檢測基因表現，可以全面了解癌症的發生和發展
其在遺傳物質上與細胞生化上的變化，為預防及早期治療提供可行策
略；主要可應用在基因表達檢測、尋找新基因、DNA 定序、突變和多
態性的檢測、藥物篩選、疾病診斷、基因庫篩選等晶片在醫療診斷方面
的另一應用，是製造可放置於診所的微型診斷器，可即時進行檢驗與診
斷，後來也因此發展出微縮實驗室晶片。 
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2-3抗原/抗體反應 
蛋白質檢測在於研究與臨床診斷上伴演著極為重要的角色，目前最
常使用之蛋白質檢測方法大多為利用抗原抗體反應來達到檢測的目
的。而在酵素連結免疫分析法（Enzyme-linked immunoassay，ELISA）
技術發展之後，更加使以抗原抗體反應為原理的檢測方式成為研究與臨
床診斷中重要的一環。抗原（Antigen）又稱為免疫原（immunogen），
為一具有抗原決定位（epitope）之分子，因其具有抗原決定位，而使抗
原能誘導動物體內的免疫系統產生抗體（體液性反應），或使免疫細胞
活化（細胞性反應）。抗原抗體間是以非共價鍵的方式結合，這些結合
力皆屬於一些分子間較弱的吸引力，包括有：靜電引力、氫鍵、凡德瓦
爾力、厭水性作用力。因此抗體結合位與抗原決定位的互補密合程度越
好，抗原與抗體之結合力也會越佳【林明泉，1999】。 
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2-4人類免疫球蛋白 E(Human immunoglobin E) 
免疫球蛋白E（ Immunoglobin E）為在1960年代首度由Ishizaka, 
Hornbrook and Johansson [ Ishizaka K., et al,1967， Johansson  S.G.O. 
,et al.,1967] 所發現的抗體，且IgE為僅存在於哺乳類動物體內的抗體。
人類免疫球蛋白E（Human immunoglobin E）為一種單體結構的球蛋白，
在血清中的含量最少（約0.3ug/mL）[Kuby J.,1997]，且其對熱不穩定（加
熱至56℃，30分鐘後就會使IgE失去活性）。當患有過敏症或寄生蟲感
染甚至是免疫缺陷疾病（例如AIDS）時皆會使血清中的IgE濃度大量增
加。 IgE的Fc部位可與肥大細胞（mast cell）或嗜鹼性白血球細胞
（Basophil）表面的接受器(Fcε RI)結合【Ho J.A et al., 2010】，當這些
細胞上兩個鄰近的IgE與過敏原結合時，會使肥大細胞（mast cell）進行
去顆粒作用，而釋放出藥理媒介物質-血管活化胺（vasoactive amines），
導致皮膚發紅或發疹、氣喘等過敏性反應；即為第一型免疫過度反應
（type I hypersensitivity）。【林明泉，1999】 
 
圖 2-1、第一型免疫過度反應示意圖 
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2-5鏈菌素（Streptavidin）與生物素（Biotin）之結合作用 
Avidin或 Streptavidin都能與 biotin行非共價結合，其結合力非常強
（kd=10-15mol/L），並且具有高度專一性。Avidin是一種分子量約 67000D
的醣蛋白，於卵白中有豐富的含量，每個 Avidin分子具有 4個 biotin的
結合位。Streptavidin 是細菌 Streptomyces avidinii 的蛋白質產物，分子
量為 60000D，由 4 個相同的次單為（subunit）組成，每個次單為都能
與一個 biotin結合【林明泉，1999】。目前有許多實驗工作者皆會在實
驗設計上將酵素或是抗體以及抗原連接上生物素，或將鏈菌素標上酵
素、重金屬或螢光素，以此經修飾之探針建立訊號檢測方法。 
 
2-6生物晶片之載台製作 
在製作晶片時，載台的選擇非常重要。玻片為現今多數使用價格便
宜、且方便取得的載體材料。本研究主要是將醋酸纖維膜（cellulose 
acetate）溶液以旋轉塗佈機旋塗並利用相轉換之原理將醋酸纖維膜於玻
片上形成一種白色厚膜，之後更進一步利用醋酸纖維膜可和蛋白質形成
物理性結合之原理，而將蛋白質固定在晶片上，以供進行後續之晶片實
驗所需。 
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2-7 相轉換法（Phase inversion process） 
相轉換法是一般較常用薄膜製備法，所謂相轉換法由Kesting等學者
於1973年【Kesting R. E., 1773】所定義，簡言之就是將均勻之液相高分
子溶液（casting solution）轉變成固相高分子薄膜，相分離（phase 
separation）程序是相轉換法的核心步驟，此製膜方法較易製備出多孔性
薄膜結構，同時也常被工業化製程所採用，以下則針對幾種較常使用的
相轉換法加以介紹： 
(1)熱誘導式相轉換法（Thermal induced phase separation，TIPS）：1990 
年Lloyed 等學者【Lloyd D., 1990】以此法製備多孔性薄膜，並探討其
相分離行為，其基本方法乃是藉著溫度變化，使均相高分子溶液之溶解
度降低，控制相分離行為的產生，沉澱而形成凝膠，最後形成一層薄膜，
再經由萃取（extraction）、揮發（evaporation）或冷凍乾燥（freeze drying）
等方法去除殘存之溶劑乾燥成膜。因此，溶劑在高溫下揮發，常是皮層
形成與否的決定步驟，鑄膜溶液從單一相轉成不均勻相，整個成膜過程
與溶劑的揮發量及非溶劑添加物有密切的關係。因此，熱誘導式相轉換
法是鑄膜後控制其降溫速率及溫度變化，調整其相分離行為，藉此改變
不同薄膜結構的形成【Kurata M., 1982、Mehta R. H. et al., 1995、
Vandeweerdt P. etal.,1991】。 
（2）乾式相轉換法( Precipitation by solvent evaporation )：此方法由
Kesting等學者於1973年提出【Kesting R. E., 1973】，以乾式製程製備RO 
薄膜，藉由高分子、揮發性溶劑、及不易揮發之非溶劑三成份配製成之
鑄膜溶液，在某固定溫度之下為均相溶液，在恆溫程序中溶劑逐漸揮發
至完全揮發後，由於高分子溶解度降低，因相分離行為而形成多孔性薄
膜結構【Zeman L. et al., 1993】。因此，溶劑與非溶劑的揮發速率及相
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分離行為是其主要控制變數。 
（3）蒸氣相沉澱法 ( Precipitation from the vapor phase )：此法由
Strathmann等學者於1977年所提出【Strathmann H. et al., 1977】，乃利用
非溶劑蒸氣相作為沈澱程序之驅動力，由於蒸氣相在薄膜溶液的表面擴
散速率是決定步驟，使得非溶劑濃度在界面有明顯濃度梯度；於薄膜中
則趨於平緩，因此薄膜溶液幾乎在同一瞬間發生沈澱而形成對稱性海綿
狀薄膜，當沈澱快時薄膜則出現手指狀結構。 
（4）濕式相轉換法( Immerosion precipitation )：此法常用以製造非對稱
形成薄膜【F. C. Lin et al., 1996、J. Y. Lai et al., 1998、Mulder M., 1991、
Yanagishita H. et al., 1994】，並可廣泛用於各種薄膜分離程序，如：氣
體分離、滲透蒸發、超過濾、逆滲透等。製法係將高分子溶液鑄膜後浸
入凝聚劑中，此時溶劑和凝聚劑間進行擴散交換，以非溶劑將鑄膜液中
之溶劑萃取出來，使高分子濃度提高，同時非溶劑也可進入鑄膜液中，
讓高分子溶解度降低，使鑄膜液固化成膜，如此所製得之薄膜通常為一
多孔性結構，而且膜結構具可變性及可調整性。另外，此製程也最常應
用在商業化薄膜及中空纖維膜的製備，因為此製程最容易操作，易於工
業化。 
（5）乾/濕混合製程( Dry / Wet process)：由Zsigmondy 與Bachman 等學
者於1992年提出專利【Zsigmongy R. et al., 1992】，用以製備超過濾薄
膜，此法乃搭配乾式相轉換法及濕式相轉換法使用【Lai J. Y. et al., 
1998、Kurata M., 1982】，係鑄膜溶液在鑄膜後經溶劑揮發一段時間，
再浸入凝聚劑中使高分子固化成膜，其中溶劑揮發性、揮發時間是影響
薄膜緻密層形成之重要因素。 
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2-8滾動循環擴增技術（Rolling circle amplification，RCA） 
滾動循環擴增技術（Rolling circle amplification，RCA）為1995 年
由Paul Lizardi先生所發明。此項技術最初之原理為仿似M13 phage 之
rolling circle replication，利用DNA易被擴充之特性，將DNA沿著環狀模
板做延伸。在此系統中需要一環狀DNA做為複製所需之模板，並設計一
引子之部分序列與模板股互補，當二者黏合（annealing）時，在ㄧ特殊
聚合酶（phi 29 DNA polymerase）的作用下開始於引子3’端做DNA聚合
反應。當產物沿著環狀模板延伸至一圈時，此特殊酵素之強取代
（displacement）特性，會將先前被黏合上環狀模板之RCA產物從環狀
位置上取代並繼續聚合反應，使得引子最終成為一大片段單股產物。此
時若引子之5’端被固定在一表面時，經RCA不斷生成的產物也會相同的
被固定於此表面，也因此RCA 非常適合像蛋白質晶片這種具固定微列
陣，需要區域訊號來辨識被隔離之蛋白質分子。RCA 獨有的擴增機制，
也使蛋白質晶片得以同時進行多種測試法（如immunoassays)之生物分子
偵測實驗【Cheng J.Y.,et al,2005】，彼此不互相干擾。RCA 不僅在固
定之擴增區域累積擴增訊號，而且恆溫擴增之方式不會使蛋白質變性，
因此已開始被使用在蛋白質晶片研究上【Shao W. ,et al,2003】。由於RCA
產物為單股DNA序列，因此可使用另ㄧ與RCA產物互補並帶有螢光之單
股DNA來做雜合（hybridization)【B. Schweitzer., et al,2000】，或是直接
將dNTPs上標記螢光物質（通常是加在dU上)【  Dobrovolskaia.E., et 
al,2006】，使在形成RCA產物時也同時將螢光標定在產物上，如此ㄧ來
即可放大目標之訊號。而與免疫PCR反應（Immuno-PCR)【Joerger and 
Hendrickson ., et al,1995】不同的則是其訊號為分散在液相中表現，而非
某點的訊號。雖同為以擴增的訊號為目的，但免疫PCR反應則需要再跑
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電泳來確認產物的擴增。 
 
 
圖 2-2  RCA滾動循環放大 
 
本研究將適合體 (Aptamer)利用RCA方法將訊號放大，因此需在
aptamer序列後結合上一引子序列，再藉環狀模板進行擴增反應，而RCA
之訊號放大如圖2-6所示，需在原序列3’端衍伸循環放大，因此需驗證適
合體結和引子序列後適合體對抗原之親合力是否會因此受到影響，研究
首先對IgE適合體D17.4之3’端設計20-40個鹼基的引子序列，此序列之設
計需以不影響原aptamer對IgE之binding能力為前題，此序列以文獻中之
序列設計測試其可行性，訊號分子則是以連接Cy5分子之引子互補序列
和結合在適合體上的引子序列雜交，此實驗之目的在於驗證aptamer連接
pimer是否會影響其與IgE之binding能力與何種primer序列最適合使用於
後續之訊號放大。 
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2-9適合體( Aptamer ) 
在1990 年Tuerk 與Gold開發出一套篩選能與目標分子或蛋白質具有高
作用力之DNA 或RNA 序列的一套方法稱為SELEX（Systemic Evolution 
of Ligands by Exponential Enrichments）。SELEX 此一篩選的方法又稱
為in vitro selection，意即不在活體內篩選出會與特定目標分子或蛋白質
具有強作用力之DNA 或RNA序列。其篩選方法是先將特定欲研究的分
子或蛋白質固化到樹脂上，再將大量具有特定長度之DNA 或RNA 的
亂數序列（其兩端帶有固定的複製引子）與此樹脂管柱混合，待一段的
混合時間之後再以鍵結溶液沖堤此管柱，將其與欲研究分子或蛋白質作
用力較弱之DNA 或RNA序列洗去；之後再以沖堤液(Eluent)沖洗此管
柱，將與欲研究之分子或蛋白質作用力較強的DNA 或RNA 序列沖堤
出來，接著開始利用聚合酶鏈反應PCR（Polymerase Chain Reaction）技
術將此DNA 或RNA 序列複製來達到放大的效果；複製完成後再接著
將此批具有較高作用力之DNA 或RNA 序列與欲研究分子或蛋白質之
樹脂管柱混合，完成上述一系列動作稱為一SELEX 循環，一再重複此
循環以達到篩選與放大之目的，而經由此篩選系統所篩選出之DNA 或
RNA 序列即稱為適合體(Aptamer)。利用SELEX選擇出的適合體對小分
子的解離常數(Kd)大都可達100-1000 nM範圍，對蛋白質解離常數(Kd)
則可達pM-nM範圍，另外SELEX選擇出的適合體對目標分子的選擇性可
達1000倍以上。相對的抗體，分子適合體擁有製造簡單、再現性高、價
格便宜、運送過程簡單、容易衍生化、可長期存放、可多次解凍回溫和
保存等優點。【呂偉立，2004】 
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本篇所使用之 IgE DNA 適合體 D17.4 之二級結構如圖 2-7 所示，其
為一段 37 mer 的 DNA 序列，且會在特定溫度情況下形成 stem loop 的
結構，使之具有取代單株抗體與抗原結合的能力。 
 
 
圖2-3、 D 17.4 IgE DNA 適合體二級結構預測 
 
2-10 訊號呈現 
訊號呈現主要有以下幾種方式： 
(1) 螢光標記：螢光素、羅丹明、HEX、TMR、FAM、Cy3、Cy5 
(2) 放射性同位素(radioactive) 
(3) 化學冷光(Chemiluminescence) 
(4) 奈米金粒子(gold nanoparticle) 
以上呈現方式以螢光標記為普遍最常被使用的呈色方式。其原理為利用
其螢光素的受體接受到光源刺激時，因其內部電子受到激發而從基態
(穩定且能量低)跳至激發態(不穩定且能量高)，而電子為求其內部能量
穩定，會從激發態回到基態。這種從高能階回到低能階的過程會以熱或
光的途徑釋放能量。 
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第三章、實驗方法與材料 
3-1材料 
3-1.1 DNA引子、模板、探針與適合體序列：皆為委託禾鑫生技開發企
業社訂製，其序列如下： 
(1) template  
5’-p-TAG CAC GGA CAT ATA TGA TGG TAC CGC AGT ATG 
AGT ATC TCC TAT CAC TAC TAA GTG GAA GAA ATG TAA 
CTG TTT CCT TC-3’ 
(2) Aptamer-primer complex (37 mer-1 ) 
5’-GGG GCA CGT TTA TCC GTC CCT CCTAGTGGCGTGCCCC 
TTT TTT TGT CCG TGC TAG AAG GAA ACA GTT AC-3’. (粗體
字部位為 Primer sequence) 
(3) Aptamer-primer complex (37 mer-2 ) 
5’-GGG GCA CGT TTA TCC GTC CCT CCT AGT GGC GTG CCC 
CTT TTT TGTA CCA TCA TAT ATG TCC GTG CTA GAA GGA 
AAC AGT TAC A- 3’(粗體字部位為 Primer sequence) 
(4) Aptamer-primer complex(45mer-1) 
5’- GCG CGG GGC ACG TTT ATC CGT CCC TCC TAG TGG CGT 
GCC CCG CGC TTT TTT TGT CCG TGC TAG AAG GAA ACA 
GTT AC-3’. (粗體字部位為 Primer) 
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(5) Aptamer-primer complex(45mer-2) 
5’ GCG CGG GGC ACG TTT ATC CGT CCC TCC TAG TGG CGT 
GCC CCG CGC TTT TTT GTA CCA TCA TAT ATG TCC GTG 
CTA GAA GGA AAC AGT TAC A 3’(粗體字部位為 Primer 
sequence) 
(6) RCA-primer1 
5’- TGT CCG TGC TAG AAG GAA ACA GTT C-OH- 3’ 
(7) RCA-primer 2  
5’-GTA CCA TCA TAT ATG TCC GTG CTA GAA GGA AAC AGT 
TAC A-OH- 3’ 
(8) Detection probe: 
  5’-GTT TCC TTC TAG CAC –biotin- 3’(probe 序列和 template部分          
序列相同) 
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3-1.2研究過程所需之蛋白質 
(1) Human IgE：購自 Millipore公司。 
(2) Phi 29 DNA polymerase：購買自 New England Biolabs。 
其主要是利用 Phi 29 DNA polymerase 具 DNA鏈強置換(display)的特
性，而可在 DNA鏈合成完成時被後方新合成的 DNA鏈置換出去。 
(3) dNTP：購買自 New England Biolabs。 
為擴增反應時的材料，可藉此形成一段 DNA序列。 
(5) T4 DNA ligase：購買自 New England Biolabs。 
其作用為將線狀模板接合形成環狀模板。  (NEB 公司  Quick 
Ligation™ Kits) 
(6) Exonuclease I：購買自 New England Biolabs。 
其作用為在 template 經 ligation之後將未聚合形成環狀的部分切除。 
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3-2晶片表面處理 
(1)丙酮(Acetone)：醋酸纖維膜之溶劑。 
(2)GPTS：使醋酸纖維膜與玻片間結合更緊密。 
(3)醋酸纖維膜(Cellulose acetate)：與蛋白質形成物理性結合。 
(4)Distilled water:使醋酸纖維膜形成多孔性。 
 
3-3電泳 
(1)Agarose gel 
(2)5x TBE buffer 
 
3-4儀器與器材 
(1)迴轉震盪器(Orbital Shaker) 
(2)烘箱 
(3) Spin coater (力承儀器) 
(4)照膠系統 
(5) GenePix4000B晶片掃描：購自Axon Instruments Inc. 
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 3-5 溶液製備 
(1)Phosphate-Buffered Saline(PBS)之配製(1L) 
秤80 克NaCl，2 克KCl，14.4 克Na2HPO4，與2.4 克KH2PO4，先加入
distilled water使其完全溶解後，再加入distilled water至1L標線即可。 
 
(2)Washing buffer：PBST 
取上述所配製之PBS 100mL，再加入50mL 1％ Tween20，最後再加入
distilled water至1L標線即可。 
 
(3)Stock solution：PBSMT 
取5mL 1 ％ Tween 20 加入上述所配製之PBS 45 mL 後再加入 0.05 g 
MgCl2。 
 
(7) Blocking buffer：1％BSA/PBS 
秤1 g BSA倒入100 mL PBS溶液中溶解。 
 
(6) RCA reaction buffer 
RCA 反應所需最終濃度為200 μg/ml 之BSA、4 mM dNTPs 、1X Phi29 
reaction buffer 、10 Unit/μl 之Phi29 DNA polymerase。 
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3-6實驗步驟 
3-6.1生物晶片之製備 
(1) 生物晶片的製作順序為玻片之表面清潔、醋酸纖維膜溶液製備與晶
片旋塗、生物分子的反應與最後訊號的掃描。 
 
(2) 玻片清洗 
   本篇所使用之玻片皆事先會以介面活性劑、自來水、distilled water
搭配超音波震盪器來清洗玻片表面之灰塵與雜質。其詳細步驟如圖3-1
所示： 
 
 
 
圖3-1 、玻片清洗步驟 
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(3) 醋酸纖維膜溶液製備與晶片旋塗 
以Acetone、GPTS、Cellulose acetate所配製而成之醋酸纖維膜溶液，
以pipette滴於經清洗後之玻片表面，並設定旋轉塗佈機以第一段轉速
1500rpm，10秒與第二段轉速3000rpm，20秒之轉速進行旋塗。完成旋塗
後之玻片需以60℃烘箱烘乾並放置於防潮櫃中儲藏。 
 
 
 
圖 3-2、醋酸纖維膜溶液製備 
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(4) 蛋白質之點陣 
事先以電腦繪圖建構出與玻片大小相同並且標示上蛋白質點陣位置
的草圖(如圖3-3所示)，之後再吸取適量之蛋白質溶液，依據圖十二所示
之點陣位置點上蛋白質。 
 
 
圖3-3、蛋白質點陣位置 
(4)清洗 
於一大培養皿中倒入約 2/3的PBST後，將玻片完全浸入溶液後，將
Shaker之轉速設定為60 rpm，共清洗3次，每次1分鐘。 
 
(5) Blocking 
以pipette取200 uL 1％ BSA / PBS 溶液，盡量不要使Tip 碰觸到晶片
表面且均勻鋪在晶片上。最後將晶片置於水盒中於4 ℃下over night 反
應。 
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3-6.2滾動循環擴增技術(RCA) 
本研究之目的主要希望能夠在晶片上進行RCA，使晶片之訊號因此
被放大，但在晶片上反應之前，仍需數個驗證步驟，在此，我們以3 % 
Agarose gel electrophoresis進行驗證。 
 
3-6.3環狀模板之製備 
影響RCA反應成功或失敗之最重要條件即為環狀模版的製備，首先
需使用RCA primer當做合環所需之引子並設計欲合環之template其5’端
修飾磷酸根使其能夠與primer之3’- OH端形成互補【葉庭秀,2007】，待
二者以等比例混合均勻後將試管於90℃水浴加熱後再待其冷卻至室溫
進行雜合反應(Hybridization)。待雜合反應完成後再加入T4 DNA 接合酶
(Ligase)與其反應所需之buffer於20℃下進行接合反應。反應完產物加入
10 Unit之Exonuclease T於20℃下反應4小時，再於65℃下反應30分鐘以
去除外切酶活性。而本篇論文所使用之核酸外切酶T( Exonuclease T)為
具有3'  5' single strand exonuclease 特性之外切酶，可用以分解所有單
股線狀之RCA-template。因此我亦利用此特性用以驗證環狀模板之製備
成功與否。 
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圖3-4、環狀模板之製備。 
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3-6.4環狀模板分子成形之驗證 
以3% agarose gel electrophoresis驗證環狀模板是否成形, 並比較以
下5種結果: 
(1) primer-template雜合產物。 
(2) ligation後經exonuclease T處理。 
(3) ligation後不經exonuclease T處理。 
(4) 引子序列。 
(5) 模板序列。 
之後再以ligation產物進行RCA反應進一步確定環狀模板成形。 
 
3-6.5  Agarose gel之配製 
稱0.6 g agarose 粉末加入20 mL 0.5X TBE buffer後以微波加熱至完
全溶解，待稍稍回溫後(以手碰觸不會燙為基準)倒入鑄模器中，並插上
齒梳(comb)，靜置1小時使膠凝固。 
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3-6.6 液相RCA驗證 
將前述經合環反應後之template與 primer序列以等比例於微量離心
管中混合均勻後，加入 RCA所需之 reaction buffer、BSA (200 μg / ml)、
dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小
時(如圖3-5所示)。最後將產物以3 % agarose gel electrophoresis以驗證環
狀模板是否製備成功並可進行RCA。 
 
 
 
圖3-5、液相RCA放大架構 
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3-6.7 模板是否與引子互補對RCA之影響(微量離心管) 
    合成二段引子序列，一段可與上述經合環作用之Template互補，而
另一段序列則無法與模板序列互補 (Matched primer與Unmatched 
primer)。將前述經合環反應後之template與 primer序列以等比例於微量
離心管中混合均勻後，加入RCA 所需之reaction buffer、BSA (200 
μg/mL)、dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。之後在
37℃下反應四小時(如圖十五所示 )。最後將產物以3% agarose gel 
electrophoresis驗證比較其結果。 
 
 
圖3-6、模板與引子是否互補對RCA之影響(微量離心管) 
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3-6.8 模板是否與引子互補對RCA之影響(生物晶片) 
   合成之二段引子序列皆經修飾Biotin(Matched primer與Unmatched 
primer)，因此我們先在晶片上點上Streptavidin，之後在以pipette 舖上修
飾biotin之引子序列，待雜合反應後再舖上經合環作用之Template，之後
再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/ml.)、dNTPs (4 mM)
以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。之後在37 ℃下反應四小時(如圖
3-7所示)。最終再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應，其結果需
以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。 
 
 
圖3-7、模板與引子是否互補對RCA之影響(生物晶片) 
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3-6.9 驗證適合體結合Human IgE之能力 
   首先在晶片上點上Human IgE，之後再舖上適合體序列使兩者進行雜
合反應(hybridization)，因未延伸引子序列之適合體其3’端修飾Biotin，
因此最終可以Streptavidin-Cy5(SA-Cy5)結合（如圖3-8.1所示），而含延
伸引子序列之適合體因其3’端未修飾Biotin，所以可以detection probe- 
Cy5 進行呈色(如圖3-8.2所示)，最後再以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。 
 
 
 
圖3-8.1、驗證適合體結合Human IgE之能力 
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圖3-8.2、驗證適合體(含引子)結合Human IgE之能力 
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3-6.10 適合體結合Human IgE經RCA將訊號放大 
   首先在晶片上點上Human IgE，之後再舖上適合體序列使兩者進行雜
合反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之Template
雜合，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小時。最
後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應(如圖3-9所示)，其最終結
果需以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。 
 
 
 
圖3-9、適合體結合Human IgE經RCA將訊號放大 
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3-6.11 驗證蛋白質之非特異性放大 
  首先在晶片上點上Human IgE 後再舖上適合體序列使兩者進行雜合
反應，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小時。最
後再以修飾螢光物質的探針序列(detection probe-Cy5)進行雜合反應，其
最終結果需以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。 
 
 
 
圖3-10、驗證蛋白質之非特異性放大 
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3-6.12驗證適合體結合 Human IgG 之能力 
首先在晶片上點上 Human IgG，之後再舖上適合體序列使兩者進行
雜合反應 (hybridization)，因未延伸引子序列之適合體其 3’端修飾
Biotin，因此最終可以 Streptavidin-Cy5(SA-Cy5)結合（如圖 3-11.1 所
示），而含延伸引子序列之適合體因其 3’端未修飾 Biotin，所以可以
detection probe - Cy5 進行呈色(如圖 3-11.2 所示)，最後再以 Genepix 
4000B掃瞄螢光訊號。 
 
 
 
圖 3-11.1、驗證適合體結合 Human IgG 
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圖 3-11.2、驗證適合體(含引子)結合 Human IgG之能力 
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3-6.13驗證適合體結合 Human IgG經 RCA放大 
首先在晶片上點上 Human IgG，之後再舖上適合體序列使兩者進行
雜合反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之
Template 雜合，之後再加入 RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 
μg/mL)、dNTPs (4 mM)以及 phi29 DNA polymerase (10 Unit)。於 37℃下
反應四小時。最後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應(如圖
3-12所示)，其最終結果需以 Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。 
 
 
 
圖 3-12、驗證適合體結合 Human IgG經 RCA將訊號放大 
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3-6.14不同濃度適合體結合 Human IgE比較其螢光強度 
首先在晶片上點上 Human IgE，之後再舖上不同濃度之適合體序列
使兩者進行雜合反應，在此我們設定適合體之濃度為 5 uM、500 nM、5 
nM。此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之 Template 雜
合，之後再加入 RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及 phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於 37℃下反應四小時。
最後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應(如圖 3-13所示)，其最
終結果需以 Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。 
 
 
 
圖 3-13、不同濃度適合體結合 Human IgE 
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3-6.15改變 RCA反應時間探討其最佳化反應時間 
首先在晶片上點上 Human IgE，之後再舖上不同濃度之適合體序列
使兩者進行雜合反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作
用之 Template雜合，之後再加入 RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 
μg/mL)、dNTPs (4 mM)以及 phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於 37℃
下反應三十分鐘、一小時、二小時、三小時。最後再以修飾螢光物質的
探針序列進行雜合反應(如圖 3-14所示)，其最終結果需以Genepix 4000B
掃瞄螢光訊號。 
 
 
 
圖 3-14、改變 RCA反應時間 
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第四章、結果與討論 
4-1環狀模板分子成形之驗證 
    依照參考文獻而設計出二種引子序列，並比較其合環作用之效率。
將模板做hybridization、ligation並加入外切酶 Exonclease T分解單股
DNA反應後，並將產物一同進行3％Agarose gel electrophoresis，其主要
用意是驗證產物在不同階段下之狀態。 
   自圖4-1可觀察到以下結果：將Lane 1~Lane 6之產物與loading dye以
5:1之比例混合均勻後再進行電泳，Lane 4為引子序列，Lane 5為模板序
列，而Lane 3為模板與引子雜交產物，因引子與模板雜交後使分子量增
加，造成電泳移動速度變慢，而使條帶的位置停留在約200 bp的地方。
比較Lane 2和Lane 6後可觀察到兩者之差異僅在於有無添加Exonuclease 
T但其產物之分子量卻有其差異性，這是由於在未添加Exonuclease T之
Lane 2產物，因模板與引子仍呈現雜合狀態，使分子量增加、電泳移動
速度變慢，而使條帶的位置停留在約200 bp的地方。相對來看，由於Lane 
6添加了Exonuclease T，使引子序列被切除，而僅留下經合環反應之產
物-環狀模板。而Lane1則為因合環反應失敗，使模板序列仍維持線狀構
形，因此在添加Exonuclease T後，不論引子還是模板序列，皆因受到
Exonuclease T作用而被裂解，使電泳結果上無條帶出現。 
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4-2液相RCA驗證 
    在微量離心管中添加等比例之環狀模板與引子後，以37℃、1小時
使兩者行雜合反應。之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 
μg/ml.)、dNTP (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37 ℃下
反應四小時。最後將產物以3 % agarose gel electrophoresis以驗證環狀模
板是否製備成功並可進行RCA。由於RCA反應為長度的擴大與量的擴
增，如圖4-2所示，以Agarose gel 驗證液相RCA之結果可觀察到因RCA
反應的進行，導致分子量增加，使得條帶停留在Loading well下方無法
繼續移動。其中Lane 3與Lane 4添加BSA之目的為參考文獻中有相關研
究學者在RCA過程中添加BSA以防止酵素變性(Denature)。因此額外以
未添加BSA之Sample進行RCA來比較其結果。由圖所示能夠觀察到不論
是否添加BSA，皆不會影響其RCA結果。 
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4-3模板是否與引子互補對RCA之影響(微量離心管) 
   事先合成二段引子序列，一段可與上述經合環作用之Template互
補，而另一段序列則無法與模板序列互補(Matched primer和Unmatched 
primer)。將前述經合環反應後之template與 primer序列以等比例於微量
離心管中混合均勻後，加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 
μg/ml.)、 dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃
下反應四小時。最後將產物以3% agarose gel electrophoresis以驗證並比
較其RCA結果。首先比較Lane 2和Lane 3，Lane 3之sample由於引子與模
板序列互補，而使二者得以進行雜合反應，使其分子量增加，電泳移動
速度變慢，條帶出現在約100 bp之位置。相對來看Lane 2，因引子與模
板序列不會互補，而使二者無法進行雜合反應，導致模板序列維持在80 
bp的位置。從Lane 5和Lane 6來看，可以觀察到不論引子與模板序列是
否互補，兩種sample皆可進行RCA反應(紅色箭頭)。依據圖4-3之結果，
推論是由於核酸序列僅有四種變化，此四種變化分別為ATCG四種不同
之含氮鹼基所組成。且A (adenine)鹼基會和T (thymine)鹼基形成兩個氫
建配對以及C(cytosine)鹼基會和G (guanosine)鹼基以三個氫鍵配對。因
此推斷只要序列中有一兩個鹼基配對成功的情況出現，就能夠使RCA進
行。 
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4-4模板是否與引子互補對RCA之影響(生物晶片) 
    上述所合成之二段引子序列皆經修飾Biotin，因此此研究先在晶片
上點上Streptavidin，之後在以pipette 舖上修飾biotin之引子序列，待雜
合反應後再舖上經合環作用之Template後，加入RCA 所需之 reaction 
buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 
Unit)。於37℃下反應四小時。最後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜
合反應，其最終結果需以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。由此結果圖可
看到在晶片上僅有與環狀模板互補的引子序列才能夠使RCA反應進
行，依據圖4-4之結果推斷由於在晶片上進行反應，在經過每一個雜合
反應的步驟後，皆會經過清洗(Washing)的過程，而無法與環狀模板互補
的引子序列雖然也一樣會有一兩個鹼基配對，但因其結合力較弱，因此
易在清洗的過程中使無法互補之環狀模板被清洗掉，導致後續的RCA無
法進行，而無螢光訊號產生。 
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4-5驗證適合體結合Human IgE之能力 
    首先在晶片上點上Human IgE，之後再舖上適合體序列使兩者進行
雜合反應，因未延伸引子序列之適合體其5’端修飾Biotin，因此最終可
以Streptavidin-Cy5(SA-Cy5)結合，再以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。由
結果圖4-5可觀察到以適合體結合Human IgE而未經過RCA，並沒有太過
明顯的螢光訊號產生。推斷造成此結果之原因為可能此種檢測架構所使
用的蛋白質濃度已達檢測極限，而造成無明顯螢光訊號產生之結果。 
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4-6驗證適合體結合Human IgE經RCA結果 
   首先在晶片上點上Human IgE，之後再舖上適合體序列使兩者進行雜
合反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之Template
雜合，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小時。最
後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應，其最終結果需以
Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。如圖4-6所示以適合體結合Human IgE經
過RCA後，不論在Human IgE濃度50 ug/mL或250 ug/mL處，在經過RCA
放大後，皆可觀察到螢光訊號的產生。 
依照圖4-5及圖4-6之螢光訊號，利用Origin 50分析軟體計算比較出適
合體晶片有無經過RCA訊號放大之結果差異。如圖4-7(A)所示在37 mer 
IgE aptamer結合Human IgE不論適合體是否有接上引子序列，皆無法觀
察到明顯的螢光訊號，但是圖4-7(B)中，以Aptamer-primer complex結合
Human IgE後進行RCA反應將訊號放大後可發現螢光訊號會明顯增強。 
如圖4-8(A)所示在45mer IgE aptamer結合Human IgE，不論適合體是
否有接上引子序列，皆無法觀察到明顯的螢光訊號，但是在以
Aptamer-primer complex(如圖4-8(B)所示)結合Human IgE後進行RCA反
應將訊號放大後可發現螢光訊號會明顯增強。 
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4-7驗證蛋白質之非特異性放大 
首先在晶片上點上Human IgE，之後加入RCA 所需之  reaction 
buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 
Unit)。於37℃下反應四小時。最後再以標示螢光物質的探針序列進行雜
合反應，其最終結果需以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。由圖4-9(A)可觀
察到單純以Human IgE進行RCA反應而不添加模板和引子時，RCA反應
並不會進行，當然也就不會有螢光訊號產生，也能夠推斷Human IgE本
身並不會有非特異性放大的情況產生。如圖4-9(B)所示，不論將Human 
IgE之濃度設定為50 ug/mL或250 ug/mL human IgE，兩者皆不會有非特
異性放大的情況產生。 
 
4-8 驗證適合體結合Human IgG之能力 
 首先在晶片上點上Human IgG，之後再舖上適合體序列使兩者進行
雜合反應，因未延伸引子序列之適合體其5’端修飾Biotin，因此最終可
以Streptavidin-Cy5(SA-Cy5)結合，再以Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。由
結果圖4-10可觀察到以適合體結合Human IgG而未經過RCA，並無明顯
的螢光訊號產生。推斷是由於適合體具有高特異性結合標的蛋白質的緣
故，因此IgE適合體並未與Human IgG結合。 
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4-9驗證適合體結合 Human IgG經 RCA結果 
首先在晶片上點上Human IgG，之後再舖上適合體序列使兩者進行雜合
反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之Template雜
合，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小時。最
後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應，其最終結果需以
Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。如圖4-11所示以適合體結合Human IgG經
過RCA後，不論在Human IgG濃度50 ug/mL或250 ug/mL處，在經過RCA
放大後，皆可觀察到螢光訊號的產生。 
如圖4-12所示 以37 mer、37-1 mer、37-2 mer IgE aptamer結合Human 
IgG(濃度為50 ug/mL、250 ug/mL Human IgG)，不論適合體是否有接上
引子序列，皆無法觀察到明顯的螢光訊號，但是在以Aptamer-primer 
complex結合Human IgG(濃度為50 ug/mL、250 ug/mL Human IgG)後進行
RCA反應將訊號放大後可發現螢光訊號會明顯增強。 
如圖4-13所示 以45 mer、45-1 mer、45-2 mer IgE aptamer結合Human 
IgG(濃度為50 ug/mL、250 ug/mL Human IgG)，不論適合體是否有接上
引子序列，皆無法觀察到明顯的螢光訊號，但是在以aptamer-primer 
complex(45-1mer、45-2 mer IgE aptamer)結合Human IgG(濃度為50 
ug/mL、250 ug/mL Human IgG)後進行RCA反應將訊號放大後可發現螢
光訊號會明顯增強。 
 
 
 
 
 - 48 - 
4-10 不同濃度適合體結合 Human IgE比較其螢光強度 
在此研究中我們設定適合體之濃度為 5 uM、500 nM、5 nM，並比
較不同濃度之適合體其螢光強度之探討。如圖 4-14 所示，在於
Aptamer-primer complex 濃度於 5 nM時皆可得到明顯的螢光訊號，因此
我們可下結論為在適合體濃度為 5 nM時，其仍然可以結合 Human IgE，
並在經過 RCA反應後得到明顯的螢光訊號。 
 
4-11 改變RCA反應時間探討其最佳化反應時間 
在此研究中，我們於37℃下設定RCA反應三十分鐘、一小時、二小
時、三小時。最後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應，最後我
們再依其螢光訊號探討其最佳化反應時間。如圖 4-15所示，RCA反應
時間在三十分鐘時就會開始，但針對45 mer IgE aptamer而言，在RCA反
應時間為三十分鐘時並沒有因Human IgE濃度(濃度為50 ug/mL、250 
ug/mL Human IgE)不同而使螢光強度增強。而在RCA反應時間為一小時
時，可明顯觀察到45 mer IgE aptamer之螢光強度明顯增加，因此可下結
論為適合體晶片以RCA方式訊號放大之反應時間在一小時時即可達放
大效果，並且螢光強度會隨標的蛋白(Human IgE)濃度高低而有強弱的
改變。 
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4-12綜合討論 
(1) 4-1 環狀模板分子成形之驗證 
我們藉由3％ Agarose gel驗證在合環過程中各個階段之電泳條帶與
分子量之改變而得知環狀模板是否成形，在此部分我們可以發現當
模板與引子序列仍處於雜交狀態而未受到外切酶處理時，其條帶會
出現在約200 bp處，而在添加外切酶後，其條帶會落在50 bp~100 bp
之間，比對模板序列約出現在80 bp處，經外切酶與條帶位置之確
認，可下結論為此時之產物已形成環狀並已經藉接合酶作用形成閉
合狀態。 
 
(2) 4-2 液相RCA驗證 
我們藉3％ Agarose gel進一步驗證模板是否已確實形成完整閉合之
環狀，經電泳條帶變化可觀察此產物經RCA反應後確實能夠使分子量增
加。由於一旦模板未形成環狀會使RCA反應無法進行，因此依據結果
圖，可證實模板確實形成環狀構形。 
 
(3) 4-3與4-4模板是否與引子互補對RCA之影響 
我們合成可與模板序列互補及與模板序列無法互補的兩條序列，並
區分在不同方式反應下比較其結果之差異。依據結果圖發現在微量離心
管中及生物晶片會得到不同的結果，這是由於核酸序列僅有四種變化，
因此只要序列中有一兩個鹼基配對成功的情況，就可使RCA進行。反
之，在晶片上由於反應過程中需經過數道清洗的程序，只要序列無法完
全互補，就會很容易被清洗掉，導致後續RCA反應無法進行。 
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(4) 4-5與4-6 驗證適合體結合Human IgE及進行RCA反應之能力 
 依據結果圖我們發現以適合體序列結合Human IgE後需經過RCA反
應才能觀察到明顯的訊號。 
 
(5) 4-7 驗證蛋白質之非特異性放大 
 依據結果圖我們可以發現以本研究中所使用之標的蛋白質(Human 
IgE)直接進行RCA反應後，並未觀察到非特異性放大所產生之螢光訊
號，因此可證實以此蛋白質做實驗並不會有非特異性放大而產生偽訊
號。 
 
(6) 4-8與4-9 驗證適合體結合Human IgG及進行RCA反應之能力 
依據結果圖我們發現以適合體序列結合Human IgG後經過RCA反應
可觀察到明顯的訊號，此結果表示適合體之特異性並不符合適合體序列
相關文獻指出適合體具備高特異性之特性。 
 
(7) 4-10 不同濃度適合體結合 Human IgE比較其螢光強度 
根據結果圖所示，當適合體濃度自500 nM降低至5nM時，適合體仍
能夠有效的結合蛋白質，並一樣可藉由適合體上的引子序列進行RCA反
應將訊號放大。 
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 (8) 4-11 改變RCA反應時間探討其最佳化反應時間 
根據結果圖所示，RCA反應時間在三十分鐘時就會開始，但針對45 mer 
IgE aptamer而言，在RCA反應時間為一小時時才可明顯觀察到其螢光訊
號。因此可下結論為適合體晶片以RCA方式訊號放大之反應時間在一小
時時即可達放大效果，並且螢光訊號會隨標的蛋白(Human IgE)濃度高
低而有強弱的改變。 
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第五章、結論 
   本研究在晶片上進行蛋白質偵測方式時，對於晶片處理方式之選
擇，必頇符合能夠吸附蛋白質卻又不能造成DNA 非專一性吸附的條
件。經過實驗室之測試後，由於醋酸纖維膜旋塗後之載臺因具有低背景
值，且不會有自體螢光的干擾產生，因此本次研究選用了醋酸纖維膜旋
塗後之載臺(Cellulose coated slide)進行後續晶片實驗之材料。RCA中環
狀模板(circle template)之製備，為此研究之關鍵。其主要困難在於要使
用短鏈(約80~100mer)且為單股的核苷酸下進行低成功率的合環反應。但
參考RCA相關論文均可得到一個結論，即使低合環機率產生少量之環狀
模板經RCA反應後仍能有大量的產物。而ligation後之產物是否存在環狀
模板，則是需要以瓊脂瓊膠電泳進行驗證，甚至可進一步以此種ligation
後之產物進行液相RCA，一旦產物中含有環狀模板即可將核酸放大，以
瓊膠瓊脂電泳進行驗證即可觀察到因核酸增幅使條帶出現在Loading 
well下方。於驗證適合體結合Human IgE之能力的部分，本篇亦比較適
合體結合Human IgE是否經過RCA之螢光訊號差異，證實了適合體結合
Human IgE在經過RCA反應後確實會使訊號放大。在本篇中亦測試了IgE 
aptamer是否可結合Human IgG並同樣以RCA方式將訊號放大，發現IgE
適合體可結合Human IgG，因此未來期望能夠以本論文中之架構建構出
自體免疫疾病之檢測平台。
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附錄 
 
 
           
          圖4-1、以電泳驗證環狀模板分子成形 
M：Marker(50~500bp) 
Lane 1:未合環成功經exonuclease T處理 
Lane 2: Ligation後未經exonuclease T處理 
Lane 3: Primer-template hybridization product 
Lane 4: Primer sequence 
Lane 5: Template sequence 
Lane 6: Ligation經exonuclease T處理 
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圖4-2、以電泳驗證液相RCA 
M：Marker(50~500bp) 
Lane 1：Primer1(RCA buffer中無添加BSA) 
Lane 2：primer2(RCA buffer中無添加BSA) 
Lane 3：Primer1(RCA buffer中有添加BSA) 
Lane 4：primer2(RCA buffer中有添加BSA) 
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圖4-3、微量離心管中引子與模板是否互補對於RCA之影響 
M： Marker(50~500bp) 
Lane 1 〃2：unmatched primer+template hybridization 
Lane 3 〃4：matched primer +template hybridization 
Lane 5： unmatched primer+template RCA 
Lane 6： matched primer +template RCA 
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圖4-4、生物晶片上引子與模板是否互補對於RCA之影響。 
(A)為Unmatched primer結合環狀模板後進行RCA之結果。(B)為Matched 
primer結合環狀模板後進行RCA之結果。(C)為(A)(B)之螢光訊號量化
圖。 
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圖4-5、驗證適合體結合Human IgE之能力。白色框框為IgE aptamer與50 
ug/mL Human IgE反應處，黃色框框為IgE aptamer與250 ug/mL Human 
IgE反應處。 
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圖4-6、驗證適合體結合Human IgE經RCA結果。白色框框為IgE aptamer
與50 ug/mL Human IgE反應處，黃色框框為IgE aptamer與250 ug/mL 
Human IgE反應處。 
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圖4-7、比較37 mer與37-1 mer、37-2mer IgE aptamer結合Human IgE有無
經RCA放大之結果。(A)為適合體結合Human IgE未經過RCA放大之螢光
訊號量化圖。(B)為具延伸引子序列之適合體結合Human IgE經過RCA放
大之螢光訊號量化圖。 
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圖 4-8、比較 45 mer 與 45-1 mer、45-2mer IgE aptamer 結合 Human IgE
有無經 RCA放大之結果。(A)為適合體結合 Human IgE未經過 RCA放
大之螢光訊號量化圖。(B)為具延伸引子序列之適合體結合 Human IgE
經過 RCA放大之螢光訊號量化圖。 
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圖4-9、驗證蛋白質之非特異性放大。(A)為白色框框為50 ug/mL human 
IgE反應處，黃色框框為250 ug/mL human IgE反應處。(B)為螢光訊號數
據量化圖。 
 
 
 - 69 - 
 
 
圖4-10、驗證適合體結合Human IgG。白色框框為IgE aptamer與50 ug/mL 
Human IgG反應處，黃色框框為IgE aptamer與250 ug/mL Human IgG反應
處。 
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圖4-11、驗證適合體結合Human IgG進行RCA放大。白色框框為IgE 
aptamer與50 ug/mL Human IgG反應處，黃色框框為IgE aptamer與250 
ug/mL Human IgG反應處。 
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圖4-12、比較37mer與37-1 mer、37-2 mer IgE aptamer結合Human IgG 
有無經RCA放大之結果 (A)為Aptamer結合Human IgG未經過RCA放大
之螢光訊號量化圖。(B)為Aptamer-primer complex結合Human IgG經過
RCA放大之螢光訊號量化圖。 
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圖4-13、比較45 mer與45-1 mer、45-2 mer IgE aptamer結合Human IgG有
無經RCA放大之結果。(A)為Aptamer結合Human IgG未經過RCA放大之
螢光訊號量化圖。(B)為Aptamer-primer complex結合Human IgG經過
RCA放大之螢光訊號量化圖。 
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圖 4-14、比較不同濃度(5nM、500nM、5uM)之 Aptamer-primer complex
結合 Human IgE 經 RCA 反應四小時放大之結果。(A)不同濃度之 37-1 
mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE，(B)不同濃度之 37-1 mer IgE 
aptamer結合 250 ug/mL Human IgE，(C)不同濃度之 37-2 mer IgE aptamer
結合 50 ug/mL Human IgE，(D)不同濃度之 37-2 mer IgE aptamer結合 250 
ug/mL Human IgE。 
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圖 4-14、 (E)不同濃度之 45-1 mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human 
IgE，(F)不同濃度之 45-1mer IgE aptamer 結合 250 ug/mL Human IgE，(G)
不同濃度之 45-2 mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE，(H)不同濃
度之 45-2 mer IgE aptamer 結合 250 ug/mL Human IgE。 
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圖4-15、探討RCA反應時間(30min、60min、120min、180min)之最佳化
反應時間。 (A)以37-1 mer IgE aptamer結合50 ug/mL Human IgE後進行
不同反應時間之RCA放大，(B)以37-1 mer IgE aptamer結合250 ug/mL 
Human IgE後進行不同反應時間之RCA放大，(C)以37-2 mer IgE aptamer
結合50 ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之RCA放大，(D)以37-2 
mer IgE aptamer結合250 ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之RCA
放大 
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圖 4-16、探討 RCA 反應時間(30min、60min、120min、180min)之最佳
化反應時間。(E)以 45-1 mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE後進
行不同反應時間之 RCA 放大，(F) 以 45-1 mer IgE aptamer 結合 250 
ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之 RCA放大，(G) 以 45-2 mer 
IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之 RCA放
大，(H) 以 45-2 mer IgE aptamer 結合 250 ug/mL Human IgE 後進行不同
反應時間之 RCA放大。 
 
 
 
 
 
